
第 50 卷第 3 期

2011 年 5 月

中山大学学报（自然科学版）
ACTA SCIENTIARUM NATURALIUM UNIVERSITATIS SUNYATSENI 

Vol. 50 No. 3 
May 2011 

DNA 占
用

mMmv 

魏克强 1 ＇杨俊1ill2 ,3 ＇魏治中3
( 1. 山西大学生命科学学院，山西太原 030006;

2. 山西大学经济与工商管理学院，山西太原 030006;
3. 山西农业大学农学院 9 山西太谷 030801)

摘 要：以药用植物紫苏为供体，普通烟草品种 78 -04 为受体，研究了紫苏 DNA 导人对烟叶中芦丁含量的影

响。采用无性嫁接与有性杂交相结合的方法，在适宜的授粉环境下将紫苏 DNA 导人普通烟草中；采用高效液相

色谱法检测烟叶中芦丁的含量。结果显示，在低温（22 ～ 25 ℃）、高相对湿度（70 %~ 80 % ）的环境下，该方

法可以显著提高外源 DNA 导人烟草的成功率。烟叶中芦丁含量的检测表明，导人后代比受体普通烟草品种 78 -

04 提高了 70.4 %，并且比我国主要产区槐米的芦丁含量高 4 ～ 5 倍。紫苏 DNA 导人普通烟草为大量提取芦丁提

供了新的原料，也为开发利用药用植物基因资源探索出了一条新的途径。
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Abstract: This paper studied the content of rutin in the progenies of flue-cured tobacco with introduced 

exogenous DNA of Perilla frutescens ( L. ) Britt. The method of sexual hybridization combined with asexu­

al graft was used to introduce exogenous DNA into tobacco, and the optimum environment of pollination 

was selected. HPLC was adopted to analyze the content of rutin in tobacco leaves. This method could sig­

nificantly improve the success ratio of introducing exogenous DNA under the condition of lower tempera­

ture (22 ~25 °C ) and higher relative humidity ( 70 %~ 80 % ) . The results of the analysis showed that 

the content of rutin in the progenies increased by 70. 4 % compared with that in female parent tobacco 

leaves and was 4 ~ 5 times higher than that in buds of SophorαjαpanicαL from main production area in 

China. The progenies of flue-cured tobacco with introduced exogenous DNA could provide new materials 

for mass-extraction of rutin. This study also explored a new way for utilizing gene resources in medicinal 

plants. 
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芦丁（ Rutin) ，又名芸香昔（ Rutinoside) ，是 重要的黄自同类多盼生物活性物质，具有抗炎、抗氧
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化、抗病毒、降低毛细血管通透性等作用？被广泛

用于医药、保健食品和化妆品中，开发利用价值很

高。在自然界中芦丁的含量十分丰富，尤以芸香科

植物芸香草 Cymbopogon distαns (Needs) W. wats 、

豆科植物国槐 Sophora j叩onicαL. 、寥科植物莽麦

Fαgopyrum esc山ntum Moench、金丝桃科植物红旱

莲 Hypericum αscyron L 等含量较高。目前，我国

芦丁的生产主要以槐米（槐花的花蕾）为原料进
行提取［ l ］。

烟草中存在多种盼类物质，特别是烤烟中含有

较高的芦丁和绿原酸9 其含量可占总盼量的 75 % 

~ 95 % [2］’在烟草的生长发育、调制特性、烟叶

色泽、烟气香吃昧和烟气生理强度等方面起着重要

作用，而且与烟草制品的等级呈正相关，多盼类物

质含量高的卷烟等级越高［3］。我国是烟草种植和

生产大国，其种植面积和产量均居世界首位。但

是？在烟草种植和加工过程中，产生的废次烟叶约

占烟叶总产量的 30 %左右？绝大部分作为废物被

丢弃？造成了严重的资源浪费和环境污染。不同类

型烟草中多盼类物质的含量存在较大的差异，烤烟

中含量最高？可达7% ，晾晒烟中的含量仅占 0.5

%左右［3］。本研究将药用植物紫苏 DNA 导人普通

烟草中 9 探讨其对烟叶中芦丁含量的影响？对改善

烟草制品的品质具有重要意义，并为大量提取芦丁

提供新的原料。

1 材料与方法

1. 1 ilt输材料

供体为药用植物紫苏 Perilla frute阳刚（ L. ) 

Britt，种子由中国医学科学院药用植物研究所提

供；受体为普通烟草 Nicotiana tabαcum L 品种 78

-04 （为山西农业大学培育的烤烟品系），以及被

选育出的杂种后代稳定品系（命名为紫苏烟， Zisu

tobacco）、野生种林烟草 N. sylvestris ，种子均由山

西农业大学烟草育种研究室提供。

1. 2 试翰仪器

Dionex Summit 高效液相色谱系统（美国

Dionex), 170U 可见E紫外检测器。

1. 3 试输

1. 3. 1 紫苏 DNA 导入烟草的方法试验在山西农

业大学农学院温室进行。采取先嫁接再有性杂交的

方法？并选择适宜的授粉环境。取一株野生种林烟

草烟苗？于地面以上 8 ～ 10 cm 处切断？再从横截

面中心向下顺直劈切接口作为陆木；另切取做受体

的普通烟草 78 甲 04 烟苗幼茎为接穗 9 使贴、穗、紧

密结合后，立即用塑料薄膜绑紧接口处以利保湿，

使之愈合成为一株独立的烟苗（图 1 ）。将嫁接的

烟苗遮荫以避免阳光直射9 浇足水并加强管理。在

开花期的早晨或傍晚采集供体紫苏的花粉，授于去

了雄泌的接穗烟草 78 一 04 的柱头上，然后套袋。

紫苏 DNA 导人烟草的效果以单株结果数、葫果种

子粒数、千粒质量等指标综合评定。

图 1 嫁接后生长的烟草植株（箭头所示为嫁接处）

Fig. 1 The growing tobacco plant after graft 

( The arrow indicated the place of graft) 

1. 3. 2 烟叶中芦丁含量的测定试验材料栽培于

山西农业大学农学院试验田，待烟草成熟采收烘烤

后？依据 GB2635 -92 （烤烟）的分级方法罗取中

部叶 C3F 0. 5 l吧？由吉林大学基础医学院采用高效

液相色谱法检测烟叶中的芦丁含量［2］。另取 78 -

04 烟叶及开花期的紫苏叶作为对照。

2 结果与分析

2. 1 DNA 

烟草的影晌

本研究由于选择了适宜的础木（林烟草），嫁

接的烟苗对环境具有较强的适应性，同时做接穗的

烟苗（78 … 04 ）与陆木并非有性杂交9 其遗传性

状比较稳定。通过嫁接利用础木影响接穗的营养代

谢条件，促进雌添接受花粉的代谢作用？先嫁接再

进行有性杂交？其单果种子粒数明显增加？千粒质

量一般达到 0.08 g ；而对于非嫁接直接授粉的方

法？其单果种子饱满度较差？全为不比子。说明该方

法有利于供体与受体基因间的渐渗和交流 9 能够明

显提高外源 DNA 导人烟草的成功率 9 增加后代茄

果中的种子数量及千粒质量？如果结合回交？则能

更显著地提高外源 DNA 导人的成功率（表 1 ）。

2.2 授粉环境对紫苏 DNA

结果表明？在早晨或傍晚温度较低（22 ～ 25
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℃）、相对湿度较大（ 70 %~ 80 % ）的环境条件

下，紫苏 DNA 导人烟草的成功率较高（表 2）。可

见，选择低温、高相对湿度的环境进行人工授，粉是

紫苏 DNA 成功导人烟草的重要条件之一。

表 1 嫁接后有性杂交对紫苏 DNA 导人烟草的影响

Table 1 Effect of sexual hybridization combined with asexual graft on introducing exogenous DNA into tobacco 

材料 杂交花数 成功率／%成果数 单果种子数 千粒质量／g

1976 0.0801 

4 3. 805 0 

198 9 0. 085 9 

批子 。

188 0. 076 0 

327 0. 080 1 

78 -04 

紫苏

林烟草＋ 78 一 04

78 一 04 ×紫苏

（林烟草＋ 78 … 04）×紫苏

（林烟草十 78 一 04）× 9川口78川8
表 2 不同温度、相对湿度对紫苏

DNA 导人烟草的影响I)

Table 2 Effect of different temperature and humidity on 

introducing exogenous DNA into tobacco 

室温；oc 相对湿度／%杂交花数成果数成功率／%

15 ~ 18 70 ~ 80 32 7 21. 88 

22 ~ 25 70 ~ 80 35 16 45. 71 

30 ~ 33 70 ~ 80 35 4 11. 43 

22 ~ 25 60 ~ 70 27 3 11. 11 

22 ~ 25 70 ~ 80 28 11 39.29 

22 ~ 25 80 ~ 90 30 4 13. 33 

1 ）材料为（林烟草＋ 78 -04）×紫苏

2. 3 紫苏 DNA 导入对烟叶中芦丁含量的影响

叶片分析结果显示（表衍，在导人后代稳定

品系紫苏烟中芦丁的含量比受体普通烟草品种 78

… 04 提高了 70.4 %；并且比我国主要产区槐米的

芦丁含量（0.278 ～ 0.365 mg/g）高 4 ～ 5 倍［4］。

表 3 紫苏烟叶中芦丁含量的测定

Table 3 Analytical result of Rutin in Zisu tobacco leaves 

样品／mg

Rutin1) 

紫苏烟 78 -04 紫苏

148. 25 87 0. 525 

1 ）以 100 g 烟叶计

3 讨论

我国药用植物资源丰富 9 国内已有利用外源药

用檀物基因导人异科植物方面的研究 9 但迄今获得

成功的报道仅有几例：通过复态导人法将水稻 Ory­

za sαtiva 叩. j1αi,ponicα 品种通育 211 与柳叶菜科植物

月见草 Oenotherα biennis L 进行远缘杂交，获得了

具有育种价值的水稻新种质［5 J ；或采用原生质体

、
7
2
1

（
，
正

U
O
O

0 

33. 88 

93. 10 

融合法获得了葡萄 Vitis viniferαL 与伞形科植物狭

叶柴胡 B叩leurum scorzonerifolium Willd 的再生杂种

植株［6］；或利用元性嫁接和有性杂交相结合的创

新育种方法分别将普通烟草 Nicotiαna tabacum L. 

品种与唇形科植物罗勒 Ocimum bαilicum L 或紫苏

Perilla户Ltescens ( L. ) Britt. 远缘杂交，选育出了具

有较高工业利用价值的新型烟草稳定品系［7 -8］。远

缘杂交的最终目的是导人外源基因并能正确表达。

由于常规有性杂交育种难以克服远缘植物间的不亲

合性，多采用基因操作的方法转移异源的有益基

因。而采取先嫁接再有性杂交的方法，能够促使药

用植物与普通烟草基因间的渐渗、交流以及重组。

经同工酶谱及分子鉴定，后代中含有药用植物的外

源基因山。可见？这是提高导人外源基因成功率

的有效方法之一，也为开发利用药用植物基因资源

提供了一条新的途径。

芦丁是由己糖或戊糖与多盼棉4皮素组成的黄自同

类化合物，具有多方面的生物活性，主要存在于豆

科植物槐 Sophora jαi,ponica L 的花蕾（槐花米）、

果实（槐角）中，也是烟草中含量较高的盼类物

质之一，对烟草及其制品的品质具有重要影响？其

含量因烟草类型和品种而不同。但是由于槐米资源

不足，目前我国芦丁的生产还不能充分满足市场需

求。以紫苏为供体、普通烟草为受体的杂种后代，

可以大幅度提高烟叶中芦丁的含量，这为提取宝贵

的芦丁原料提供了新的来源。研究表明？植物体内

次生代谢物质的合成是受细胞内部相关基因调控的

一系列复杂的生化反应过程。芦丁是一种黄国同类次

生代谢产物，是否由于转入的紫苏 DNA 导致烟草与

紫苏基因互作 9 进而对次生代谢物的合成途径进行

了调控，这些深层次的机制问题还有待于深入研究。

（下转第 111 页）
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